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BESCHREroUNG 

Verfahren und Bloreaktor zum Rultlvieren imd Stlmulleren 
von dreidimensionalen, vltalen xind mechanisch 
widerstandsfahigen Zelltransplantaten 

5 Die Erf indung betrif ft Verfahren und eine Anordnung zur GMP- 
gerechten Herstellung von dreidimensionalen, vitalen und 
mechanisch widerstandsfahigen Zellkulturen, vorzugsweise 
Knorpelzellkonstrukten, die hierbei auf neuartige Weise in 
einem abgeschlossenen Mini-Bioreaktor gleichzeitig, 

10 auf einanderf olgend oder nach einem zeitlich gesteuertem 
Ablauf kultiviert und stimuliert werden konnen. Diese so 
gezuchteten Transplantate stehen als Gewebeersatzmaterial zur 
Therapierung von z.B. Binde- und Stiit zgewebsdef ekten, 
direkten Gelenkstraumata, Rheumatismus und degenerativen 

15 Gelenkserkrankungen zur Verfugung und konnen wie z.B. bei der 
Kniegelenksarthrose eine Alternative zu den herkommlichen 
(operativen) Therapieansatzen wie z.B. der Mikrof rakturierung 
bzw. der Anbohrung sein, 

20 Beim Tissue Engineering, das sich vor allem der in~vitro 
Vermehrung von korpereigenem, so genannten autologem 
Zellmaterial widmet, versucht man funktionelle Zell- und 
( Gewebeersatzstrukturen zu zuchten, die in einem 

Transplant at ionsschritt in das defekte Gewebe eingebracht 

25 werden konnen. 

Hierzu werden im Labor routinemafiig Zellkulturen (z.B. 
Gelenksknorpelzellen) vermehrt . Die eigentliche Vermehrung 
dieser Zellen (z.B. Chondrozyten) erfolgt in einer 
Monolayerkultur auf dem Boden einer beschichteten 

30 Zellkulturf lasche bzw. -schale nach Standardprotokollen, 
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welche auch den Zusatz von gewebespezif ischen 
Wachstumsf aktoren, Mediatoren und Induktoren beinhalten. 
Das Ziel dieser additiven Faktoren ist es, beispielsweise die 
besondere Fahigkeit von Knorpelzellen anzuregen, ausreichende 
5 extrazellulare Matrixkomponenten (EZM) zu synthetisieren, um 
bei der in-vitro Vermehrung das Massenverhaltnis von 1 % 
Chondrozyten zu 99 % extrazellularer Matrixbestandteile, wie 
es im funktionellem Gelenksknorpel gegeben ist, zu erreichen 
(Stockwell RA.: The cell density of human articular and costal 
10 cartilage- J Anat . 1967; 101 (4) : 753-763 ; Hamerman D, Schubert 
M: Diarthrodial joints, an essay. Amer J Med. 1962/33:555- 
590) . 

Da dies durch die einfache Zugabe von Mediumsupplementen 
nicht moglich erscheint, wird versucht, diese Knorpelzellen 
15 auf unterschiedlichste Art und Weise zu Reizen bzw. zu 
Stimulieren, um geeigneten autologen (hyalinen) Knorpelersatz 
mit hohem Dif f erenzierungsgrad im Labor anzuchten zu konnen. 

Die beschriebene Vermehrung von Zellkulturen und Ziichtung von 
20 Gewebeersatzstrukturen ist mit einer Reihe von Nachteilen 
verbunden . 

Diese passive Kultivierung von Knorpel zellkulturen in einer 
zweidimensionalen Oberf lachenkultur auf einer einfachen 
Kulturschale, welche mit Nahrmedium bedeckt ist, zeigt dabei 
25 keine aktive Stimulierung der dif f erenzierungsf ahigen 
Knorpe 1 ze 1 1 en . 

Aus Minuth, W, W., Kloth S., Aigner J., Steiner P.: 
MINUSHEET-Perfusionskultur : Stimulierung eines 

gewebetypischen Milieus. Bioscope 1995; 4:20-25 ist ein 
30 Konzept bekannt, das versucht diesen Nachteil zu umgehen, 
indem man das Patientenzellmaterial in eine kunstliche 
Tragerstruktur einbringt, die dem Knorpelgewebe in seinen 
biophysikalischen Eigenschaf ten ahnelt und eine 
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netzwerkartige Verbindung zwischen den vielschichtig 
angeordneten Zellen zulasst und dann eine Perfusions- 
kultivierung in einem geeigneten Bioreaktor durchf uhrt . Eine 
Vielzahl von Experimenten zeigt eine erhohte 
5 Dif ferenzierungsf ahigkeit der Zellen durch vermehrt syntheti- 
sierter EZM an, welches auf diese dreidimensionale 
Kultivierung von Chondrozyten in unterschiedlichsten 
biokompatiblen und bioresorbierbaren Matrizes, wie z.B. den 
Hydrogelen, Alginaten, Agarosen (Benya and Shaffer: 
10 Dedifferentiated chondrocytes reexpress the differentiated 
collagen phenotype when cultured in agarose gels. Cell. 
1982;30:215-224. ) variabler Konzentrationen zuriickzuf uhren 
ist . 

Diese dabei erzeugte spatiale Dimension simuliert somit die 
15 originaren Verhaltnisse der Chondrozyten im lebenden Gewebe, 
wie z.B. in dem Knie- und Huftgelenk, und stellt somit eine 
vorteilhafte Adaption von in- vivo Verhaltnissen dar. 

Bei der adharenten Oberf lachenkultivierung der Zellen 
20 gestaltet sich die ausreichende Versorgung mit 
Mediumsupplementen relativ einfach, da sich diese Nahrstoffe 
unmittelbar liber bzw. an den Zellen befinden und einen 
ungehinderten Stof f austausch uber Diffusion zulassen. 
Bei der Verwendung von drei dimensional en Matrizes mit darin 
25 eingebetteten Zellen in einem statischen Kultivierungsschema 
hingegen kommt es zur Ausbildung von Konzentrationsgef alien 
bzw. -gradienten, welche den Stof f transport in mediale 
Konstruktregionen limitieren konnen und somit einem optimalen 
Nahrstof fangebot an den Zellverbanden entgegensteht . 
30 Diese Beeintrachtigung bei der Zuchtung von Zellmaterial in 
raumlichen Tragermatrizes wird durch die Induzierung von 
Mediumper fusion bzw, -transfusion durch das Konstrukt 
begegnet . 
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Dieser aktive Prozess durch diese Tragerstruktur stellt eine 
homogene Nahrstof fversorgung an den Zellen sicher und fuhrt 
zu einem stetigen Metabolitenabtransport von den 
Chondrozyten. Daruber hinaus kann das dynamische 
Kultivierungsschema einen hoheren Gaseintrag gewahrleisten 
und stimuliert so die Zellverbande in Abhangigkeit von der 
•gewahlten Mediutnperfusionsstromung, durch eine dadurch 
hervorgerufene Scherkraft im uPa mechanisch. (Raimondi, M. 
T., F. Boschetti, et al . : Mechanobiology of engineered 
cartilage cultured under a quantified fluid-dynamic 
environment. Biomechan Model Mechanobiol . 2002; 1:69 - 82) 



Ein weiterer Nachteil bei der Vermehrimg von Zellen \md einer 
Transplantatsherstellung besteht in der nicht gegebenen 

15 absoluten Sterilitat des Systems „Zellkulturf lasche" . Selbst 
routinemaSige Arbeitsablauf e , wie z.B. der Medienwechsel , die 
Zelleinsaat aber auch die Zellernte sind mit erhohter 
Infektionsgefahr fur die darin befindliche Zellkultur 
verbunden, da das dazugehorige KulturgefaS geoffnet werden 

20 muss und durch die Arbeit in einer Laminar Flow-Workbench 
keine 100%-ige Sterilitat der Arbeitsumgebung im Sinne der 
„Grundregeln der Weltgesundheitsorganisation fur die 
Herstellung von Arzneimitteln und die Sicherung ihrer 
Qualitat" (Good Manufacturing Practice - Richtlinie der WHO) 

25 garantiert werden kann. 

Weiterhin ist durch dieses passive System kein maximaler 
Gasaustausch durch den dif fusionsdurchlassigen Deckel, sowie 
dem Nahrmedium . zu dem am Boden bef indlichen Zelllayer 
30 m6glich. 

Urn diese gegebenen Nachteile der. Kulturf laschen zu umgehen, 
wird in den letzten Jahren verstarkt die Entwicklung von 
automa-tisiexten, abgeschlossen Bioreaktorensystemen zur 
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Generierung von Gewebeersatzstrukturen forciert, Sie konnen 
so (Freed und Vunjak-Novakovic : Microgravity tissue 
engineering. In Vitro Cell Dev Biol Anim. 1997;33:381-385) 
den Vorteil einer sterilen, kontrollierbaren Kultiviening xind 
5 Stimulierung von dreidimensionalen Transplantaten bieten. 
Durch die Kombination des Tissue Engineerings mit den 
Moglichkeiten der Verfahrens- und Biotechnologie ist die 
Steuerung und die Kontrolle ausgewahlter 

Kultivierungsparameter wie z.B. der Begasung mit CO2 bzw. O2, 

10 Temperaturregelung, Kulturmedienaustausch, Probennahme etc. 
in den Bioreaktorsystemen gegeben. (Obradovic, Carrier, 
Vunjak-Novakovic and Freed: Gas exchange is essential for 
bioreactor cultivation of tissue engineered cartilage. 
Biotechnol Bioeng. 1999;63:197-205). 

15 Bei der Konstruktion von Bioreaktoren gilt es stets, ein gut 
durchdachtes System zu schaffen, in dem kiinstlich Prozesse 
reguliert werden konnen. Wenn es darum geht, ein bestimmtes 
Gewebe zu zuchten, muss das System des Bioreaktors in der Lage 
sein, die physiologischen Bedingungen und Prozesse in vivo 

20 moglichst genau nachzustellen. Jedes Bioreakt or system wirkt 
mit mindestens einer Art eines mechanischen Reizes auf das 
gezuchtete Material . 

Die Verknupfung der positiven Eigenschaf ten einer gesteuerten 
25 Bioreaktorkultivierung autologer Gewebeersatzmaterialien in 
einer biogenen Matrix unter Perfusionsstimulierung mit 
Kulturmedium stellt daher die logische Konsequenz zur 
Gewahrlei stung einer automat isierten, sterilen bzw. GMP- 
geeigneten Transplant at skultivierung zur Zuchtung von z.B. 
30 vitalen Knorpelzellen mit erhohter EZM-Syntheselei stung dar. 

Aus der DE 4306661A1 und aus Sittinger M, Bujia J, Minuth WW, 
Hammer C, Burmester GR: Engineering of cartilage tissue using 
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bioresorbable polymer carriers in perfusion culture. 
Biomaterials . 1994 ; 15 (6) : 451-456 ist ein Perf usionsreaktor 
bekannt, bei dem die Zellen in eine Polymerschicht eingebettet 
sind und zudem von einer Agarosekapsel umgeben werden, Dieser 
5 zylindrische Glasreaktor wird mit kunstlichen Nahrmedium, bei 
einer Fliessgeschwindigkeit von 0,016 ml/min durchstromt . Der 
Reaktor selbst befindet sich in einem entsprechenden 
Gewebebirutkasten mit standardisierten Bedingungen. Sterile 
Filter am Nahrbodenspeicher ermoglichen einen Gasaustausch mit 

10 der auSeren Umgebung. 

Weiterfvihrende Experimente mit diesem Reaktortypen von Bujia 
J, Rotter N, Minuth W, Burmester G, Hammer C, Sittinger M: 
Cultivation of human cartilage tissue in a 3 -dimensional 
perfusion culture chamber: characterization of collagen 

15 synthesis. Laryngorhinootologie . 1995;74(9): 559-563 und 
Kreklau B, Sittinger M, Mensing MB, Voigt C, Berger G, 
Burmester GR, Rahmanzadeh R, Gross U: Tissue engineering of 
biphasic joint cartilage transplants. Biomaterials. 
1999;20 (18) : 1743-1749 verwendeten Copolymergewebe aus Vicryl- 

20 und Polydioxanonschichten, die mit Poly-L-Lysin oder 
kollagenen Fasern des Typs II getrankt sind. Menschliche 
Chondrozyten wurden in diese Schichten eingebettet und zwei 
Wochen lang unter Perfusion kultiviert. Unter Verwendung 
eines Zwei-Phasen-Modells aus einem Copolymer einer 

25 polyglycolischen Saure und einer poly-L-lactischen Saure 
(Ethicon) / das an einem Kalzium-Carbonat-Produkt befestigt 
war, wurde die Zeitspanne auf 70 Tage erhoht . 

Ein weiteres, dem o. g. Perfusionsbioreaktor sehr ahnliches 
30 System wurde von Mizuno S, Allemann F, Glowacki J: Effects of 
medium perfusion on matrix production by bovine chondrocytes 
in three-dimensional collagen sponges. J Biomed Mater Res. 
2001;56 (3) :368-375 konstruiert • Im Gegensatz zum bereits 
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beschriebenen Reaktor, besitzt dieser einen geschlossenen 
Bereich fur das kiinstliche Nahrmedium. Der Hauptanteil des 
kultivierten Materials befindet sich in einer zylindrischen 
Glassaule, die 1 cm breit und 10 cm lang ist. Die Saule ist 
5 mit zahlreichen Zell-/Polymergerusten gefullt, die jeweils 
eine GroSe von 7 x 15 mm haben und nicht zusatzlich verkapselt 
sind. Das kunstliche Nahrmedium wird mit einer 
Fliessgeschwindigkeit von 300 ptl/min von einem Speicher aus 
durch die Saule und das gesamte System geleitet. Mit Hilfe 
10 dieses Systems werden Rinderchondrozytengeruste in kollagenen 
Schwammen hinsichtlich ihrer Reaktion auf Perfusion uber einen 
Kultivierungszeitraum von 15 Tagen untersucht. 

Aus dem US-Patent 5,928,945 ist ebenfalls eine 
15 Bioreaktorvorrichtung bekannt, bei der adharente 
Knorpelzellen in einer Wachstumskammer definierten Stromungen 
bzw. Scherkraften ausgesetzt werden und demzufolge eine 
verstarkte Kollagen Typ Il-Synthese detektiert wurde. 

20 Parallel zur Entwicklung von Perfusionsbioreaktoren befassten 
sich Forschergruppen mit der Konstruktion von Bioreaktoren, 
welche diverse mechanische Belastungsvorgange auf Explantate, 
Zellproben oder Zell-/Polymergeruste ausuben. Bei der 
Konstruktion von Bioreaktoren zur Knorpelzellstimulation 

25 richtet sich deren Aufbau auf die Implement ierung von 
mechanischen Druckstempeln o.a. aus, da diese uniaxialen 
Druck auf Knorpel transplant ate erzeugen, um die wichtigste 
Form der Belastung auf das menschliche Knorpelgewebe zu 
imitieren. Bei vielen dieser Drucksysteme werden groSe 

30 Ahnlichkeiten in der Konstruktion deutlich. 

Die Druckkammer eines von Steinmeyer J, Torzilli PA, Burton- 
Wurster N,. Lust G: A new pressure chamber to study the 
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biosynthetic response of articular cartilage to mechanical 
loading. Res Exp Med (Berl) . 1993 , 193 (3 ): 137-142 entwickelten 
Systems besteht aus einem Titangehause, das im Innern mit 
einer Polyethylen-Schicht bedeckt ist. Das Versuchsexemplar 
mit einem maximalen Durchmesser von 10 mm kann in einem 
Behalter am Boden der Kammer platziert und mit etwa 7 ml 
kunstlichem Nahrmedium bedeckt werden. Da das Modell kein 
Perfusionssystem des kunstlichen Kulturmedium besitzt, sind 
nur schubweise Druckerzeugiangen bei kurzen Kultivierungszeiten 
moglich. Das Lastensystem, das entsprechenden Druck auf das 
Versuchsexemplar ausubt, besteht aus einem durch den 
Kammerverschluss fuhrenden, porosen Drucktiegel und wird 
entweder durch einfache Gewichte oder einen Luf tzylinder mit 
Druckkolben, der liber der Kammer befestigt ist, bewegt. 
Auch das von Lee DA, Bader DL: Compressive strains at 
physiological frequencies influence the metabolism of 
chondrocytes seeded in agarose. J Orthop Res. 1997; 15(2) :181- 
188 verof fentlichte System, das durch einen Antrieb in Gang 
gesetzt wird, ist in der Lage, auf 24 Versuchsexemplare 
gleichzeitig Druck auszuuben. Der Antrieb ist auf einem 
Rahmen, der urn den Brutkasten herumfiihrt, montiert und 
ubertragt die Kraft hinunter zur Ladeplatte innerhalb der 
sterilen Box. Die Ladeplatte aus Stahl besitzt 24 Stahlbolzen 
mit einer Plexiglaseinkerbung von 11 mm Durchmesser. Der 
Antrieb sorgt fur verschiedene Belastungen, die vom Grad der 
Verformung abhangig gemacht werden. Dieses System wird fiir 
die Kul t i vi erung von Rinder - Chondro zy t en/ -Agarose - Gerus t e 
uber einen Zeitraum von zwei Tagen verwendet . Statische und 
zusatzliche zyklische (0,3 bis 3 Hz) Belastungen mit einer 
maximalen Spannungsamplitude von 15 % werden erzeugt. 

Der Nachteil, einer Vielzahl von Druckstimulationsreaktoren 
ist, dass die Zellkulturkonstrukte wahrend einer 
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Druckbelastung nicht mit Nahrmedium perfundiert werden konnen 
und somit nicht der Effekt einer multiplen Zellreizung 
untersucht werden kann. Weiterhin steht diese fehlende 
Nahrstof f versorgung einem optimalen Stof f wechselaustausch 
5 sowie der maximalen Synthese von z.B. extrazellularen Matrix- 
bestandteilen bei Knorpelzellen entgegen. 

Druck- und Perf usionssystetne , wie sie beispielsweise in dem 
US-Patent 6,060,306 und dem DE-Patent 198 08 055 beschrieben 

10 werden, ermoglichen eine gleichzeitige Mehrf achstimulierung 
mit Parametern wie Perf usionsstromung, den dadurch 
induzierten Scherkraften und einer uniaxialen Druckbelastung. 
Nachteilig bei Reaktoren die eine Druckstimulation 
ermoglichen ist vor allem, dass die durch Stellmotoren o.a 

15 angetriebenen Druckmediatoren, zumeist Stofiel, Kolben u.a. in 
den Bioreaktorraum, in dem sich vorzugsweise ein autologes 
Transplantat befindet, hereingefuhrt werden und dann eine 
definierte Druckbelastung auf das Zellkonstrukt ausiiben. 
Durch das Einbringen dieses Druckapplikators in das sterile 

20 System gestaltet sich die Konstruktion von abgeschlossenen 
Druckapplikationsreaktoren auiSerst schwierig, so dass diese 
Systeme eine erhohte Komplexitat aufweisen. Ein Einsatz 
dieser (potentiell unsterilen) Systeme ist deshalb nur in der 
Grundlagenforschung gegeben, da eine Anwendungen dieser 

25 Vorrichtungen und Verfahren im medizinischen Bereich den 
Richtlinien des bestehenden Arzneimittelgesetzes 
entgegenstehen . 

Somit unterliegen samtliche Bioreaktorapparaturen die der 
30 Zuchtung, aber auch einer Stimulierung von autologen 
Gewebeersatzstrukturen dienen der Good Manufacturing 
Practice-Richtlinie der WHO („Grundregeln der 

Weltgesundheitsorganisation fiir die Herstellung von 
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Arzneimitteln und die Sicherung ihrer Qualitat«) , weiCerhin 
dem deutschen Arzneimittelgesetz (AMG) , der „phannazeutischen 
Inspektions-Convention" sowie der GMP-Richtlinie 91/356/EWG. 
Das Risiko einer Infektion bzw. die nicht vollstSndig zu 
garantierende Sterilitat der Systeme geben daher keinen 
Anlass zur Erteilung einer Herstellungserlaubnis nach § 13 
des AMG. 



10 



15 



Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Verfahren und 
einen Bioreaktor zur Herstellung von dreidiraensionalen, 
vitalen und mechanisch widerstandsfahigen Zellkulturen zu 
schaffen, bei dem im engen zeitlichen Zusammenhang oder 
gleichzeitig kultiviert und stimuliert werden kann. Der 
Bioreaktor soil eine GMP-gerechte Transplantatkultlvierung 
unter garantiert sterilen Bedingungen ermoglichen. 



20 



25 



30 



Die Aufgabe ward erf indungsgemSlS durch das im Anspruch 1 
beschriebene Verfahren und den im Anspruch 13 beschriebenen 
Bioreaktor gelost . Vorteilhafte Ausgestaltungen des 
Verfahrens werden in den Anspriichen 2 bis 12 ausgefuhrt; die 
weitere Ausgestaltung des Bioreaktors wird in den Anspruchen 
14 bis 57 ausgefuhrt. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren und der erf indungsgemafie 
Bioreaktor verbinden die Kultivierung und Stimulierung von 
GMP-gerecht hergestellten, dreidimensionalen, vitalen und 
mechanisch widerstandsfahigen Zellkulturen, vorzugsweise 
Knorpelzellkonstrukten in einem Reaktor. Hierbei kann die 
Stimulierung und Kultivierung gleichzeitig, aufeinander 
folgend oder nach einem zeitlich gesteuerten Ablauf durch- 
gefuhrt werden. Diese so gezuchteten Transplantate stehen als 
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Gewebeersatzmaterial zur Therapierung von z.B. Binde- und 
Stutzgewebsdef ekten, direkten Gelenkstraumata, Rheumatismus 
und degenerativen Gelenkserkrankungen zur Verfugung. 

5 Das wesentlich Merkmal des erf indungsgemaSen Verfahrens und 
des erf indungsgemalSen Bioreaktors ist, dass sich in einem 
abgeschlossenen Reaktorraum ein Transplant at befindet, 
welches in mehrfacher Hinsicht in-vivo-adaptiven Stimulis 
ausgesetzt werden kann. Dazu zahlt eine Perfundierung des 

10 spatialen Zellkulturkonstruktes mit einem konditionierten 
Nahrmedium, welches einerseits organotypische Scherkrafte an 
den Zellmembranen hervorruft und daruber hinaus einen 
erhohten Stof f wechselaustausch erlaubt. In diesem 
geschlossenen Bioreaktor befindet sich oberhalb des 

15 Transplantats ein magnetischer, kolbenahnlicher Druckstempel, 
der als Belastungsapplikator auf die Zellkultur fungiert, Der 
Stempel wird kontaktlos durch den Bioreaktorraurn gesteuert 
und dabei eine gerichtete uniaxiale Druckstimulierung auf das 
Gewebetransplantat herbeigef uhrt . Die beriihrungslose 

20 Kontrolle des Mini-Aktuators erfolgt durch extern angeordnete 
Kontrollmagneten, deren ausgerichtetes (Elektro-)magnetisches 
Feld eine Positionsanderung des Stempels im Bioreaktor 
bewirkt und eine organotypische dynamische bzw. statische 
Druckstimulierung nach sich zieht. 

25 

Das Verfahren und der Bioreaktor haben den bereits 
aufgefuhrten Vorteil, dass wahrend der Zuchtung auch eine 
Stimulierung der Zellkulturen erfolgen kann. Es ist vor allem 
die Zuchtung bzw. Regeneration von Binde- sowie 
30 Stutzgewebsstrukturen und funktionellen Gewebesystemen 
(Knorpel, Knochen etc.) moglich. 

Die Apparatur ermoglicht bei einer sterilen Verf ahrensweise 
die Zuchtung von Zelltransplantaten die, . insbesondere 
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synchron, perfundiert und druckbelastet werden und sich 
demnach durch eine erhohte Produktion von Matrixbestandteilen 
(z.B. Knorpelzellkulturen) auszeichnen. Aufgrund seines 
Automatisierungsgrades minimiert diese Vorrichtung die Zahl 
der Arbeitsgange und mindert so das Inf ektionsrisiko der 
Zellkultur. Weiterhin garantiert die automatisierte Zuchtung 
und Stimulierung der Transplantate definierte und 
reproduzierbare Prozessablauf e . Aufgrund der 

Konstruktionsmerkmale des erf indungsgemafien Bioreaktors ist 
ein abgeschlossener Bioreaktorkreislauf gewahrleistet und 
demzufolge eine streng autologe Kultivierung bzw. 
Stimulierung von Gewebeersatzstrukturen unter Einhaltung der 
GMP-Richtlinien moglich. 

Fiir den Bioreaktor ergibt sich als weiteres Einsatzgebiet die 
pharrnazeutische Wirkstof f testung fur die Charakterisierung 
von proliferations- sowie dif f erenzierungsrelevanten Stoffen 
bzw. Stof f kombinationen auf Transplantate. 

Im Folgenden wird das erf indungsgemaSe Verfahren und der 
erf indungsgemaSe Bioreaktor in Ausfiihrungsbeispielen 
erlautert. Die dazugehorigen Abbildungen zeigen: 



Verfahren zur Herstellung von Transplantaten 
Schema GMP-Bioreaktorsystem 
Schema Einkammerbioreaktor 
Schema Zweikammerbioreaktor 

Aufbau und Ausfuhrungsf ormen des Mini- 



Fig. 1 
25 Fig. 2 
Fig. 3 
Fig. 4 
Fig. 5 
Aktuators 

30 Fig. 6: Schema der Konstruktherstellung und 

Konstrukteinsaat im Bioreaktor 

Fig- 7: Schema der technischen Einrichtung zur 

Konstruktperf un d ier ung und Mediendurchmischung im 
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Einkanunerbioreaktor 
Fig. 8: Schema der technischen Einrichtung zur 

Konstruktperfundierung und Mediendurchmischung im 

Zweikammerbioreaktor 
5 Fig. 9: Fixierungsschema des Transplantates im 

Bioreaktor 

Fig. 10: Magnetsysteme zur Steuerung des Mini-Aktuators 
Fig. 11: Stimulationsschema im Zweikammerreaktor 

10 

Beispiel 1 

Verfahren zur Herstellung von Transplantaten 

In der Figur 1 wird am Beispiel der 
15 Knorpelgewebstransplantation der Einsatz des Bioreaktors zur 
• synchronen Kultivierung und Stimulierung von 

dreidimensionalen Zell transplantaten dargestellt. 
Dazu wird dem Patienten als erstes (I) gesundes Zellmaterial 
(z.B. artikularer Knorpel) und Blut minimal invasiv entnommen. 
20 Uber enzymatische Verdauung werden die gewonnenen Zellen 
vereinzelt, ausgezahlt und in Abhangigkeit davon entweder 
uber Standardmethoden des Tissue Engineerings in 
Monolayerf laschen (II) ausgesat und streng autolog vermehrt 
Oder aber sofort der Konstruktherstellung zugefuhrt (III) . 
25 Hierbei werden die Zellen in eine dreidimensionale 
Transplantatsstruktur, die aus biokompatiblen bzw. - 
resorbierbaren Tragermaterial (z.B. Hydrogele, Agarosen, 
Kollagene, Hydroxylapatite, Polymerkomplexe etc.) besteht, 
eingebracht. Dazu werden die suspendierten Zellen (z.B. 
30 Chondrozyten) mit der biogenen Stutzstruktur (z.B. Agarose) 
vermischt, in einem Einsaatkolben eingebracht und z.B. in 
einer zylindrischen Transplantatsf orm (z.B. Knorpel -Agarose - 
Matrix) ausgehartet. Diese in-vivo adaptive, dreidimensionale 
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Struktur fiihrt vor allem bei Zellen des Binde- und 
Stiitzgewebes (z.B, Chondrozyten) zu einer (Re-) 
Dif f erenzierung und einhergehend damit zu einer Synthese 
gewebstypischer Substanzen und Matrixbestandteile (z.B, 
5 Kollagene, Proteoglykane) . 

Dieser Einsaatkolben, mit dem innen liegenden spatialen 
Zelltransplantat , wird in den Bioreaktor eingefuhrt (IV) , das 
Transplantat herausgepresst und im Bioreaktor positioniert . 
Anschliefiend erfolgt die GMP-geeignete entweder 

10 gleichzeitige, aufeinander folgende oder zeitlich gesteuertem 
Kultivierung und Stimulierung dieses Zel Ikons truktes in der 
neu entwickelten geschlossenen Bioreaktorapparatur (V) . In 
dieser Phase kann das Zelltransplantat mit dieser multiplen 
in-vivo ahnlichen Reizung (Stimuli wie Scherkraft, Perfusion, 

15 Deformation, mechanische Belastung) zu einer erhohten 
Dif ferenzierung und Expression von organotypischen Markem 
gebracht werden. 

Nach kurzer Zeit hat sich ein hochvi tales, matrixreiches 
Zellkulturkonstrukt in dem Bioreaktor regeneriert. Dieses 
20 autologe Transplantat wird entnommen (VI), gegebenenf alls an 
die Georaetrie des Gewebsdef ektes angepasst und anschlieSend 
in das defekte Binde- oder Stiitzgewebe transplantiert . 
Beispiel 2 

r 

Schema des Bioreaktorsystem 

25 

Figur 2 veranschaulicht eine Ausfuhrungsf orm des 
Bioreaktorsystems (mit dem Zweikammerbioreaktor) zur 
autologen Kultivierung und multiplen Stimulierung von 
Zelltransplantaten in einer abgeschlossenen Reaktorstruktur 
30 mit GMP-gerechter Verf ahrensweise . 

In diesem Ausf uhrungsbeispiel befindet sich die gesamte 
Vorrichtung zur Gewahrlei stung der optimalen Temperatur, 
Luf tfeuchtigkeit und -zusanmensetzung in einem ten^jerierbaren 
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und gasregulierbaren Inkubator. Ebenso ist auch ein 
getrennter Aufbau moglich, bei der der Bioreaktor 1 und das 
Medium im Inkubator und die weiteren Technikkomponenten zur 
Kontrolle auSerhalb des Inkubators angeordnet sind. 
5 Der Bioreaktor 1 selbst und die darin eingesetzten Bauteile 
sind biologisch sowie chemisch inert und autoklavierbar . 
Daruber hinaus besteht der Bioreaktorkorpus und der 
verschraiibbare Deckel aus nicht- (z.B. Kunststoffe) bzw. 
schwach-magnetische Material ien (z.B. Vanadium- 4- St ahl) . 

10 Das Kulturmedium wird aus dem Mediumreservoir 2 durch das 
Schlauchsystem 4 mit dem 3-Wege-Ventil 6 und dem 4-Wege- 
Ventil 7 mitt els der Umwalzpumpe 5 in den Bioreaktor 1 
gefiihrt. Dieses Kulturmedium kann mit, aus Patientenblut 
gewonnenen, autologen additiven Faktoren (z.B. 

15 Wachstumsf aktoren, Mediatoren etc.) aus dem 

Supplementenreservoir 3 angereichert werden. Das Medium; wird 
entweder im Batch, Fed-Batch oder im kontinuier lichen 
Verfahren dem Bioreaktor 1 und somit dem Transplant at 11 
zugefiihrt. 

20 Das Medium gelangt dann bei geschlossenem Kreislauf uber das 
Schlauchsystem 4 in das Mediumreservoir 2, welches mit 
Messsonden zur Kontrolle der physikochemischen Parameter, wie 
z.B. pH, pC02 und p02, ausgestattet ist. Wird das Medium als 
verbraucht angesehen, kann es uber das Schlauchsystem 4 in 

25 ein extemes, abgeriegeltes AbfallgefaS abgeleitet werden. In 
beiden Fallen besteht die Moglichkeit viber die 
Ventilvorrichtung 7 eine sterile Mediumprobe aus dem Reaktor- 
kreislauf in eine Probennahmestrecke 8 zur weiteren Analyse 
abzuleiten. 

30 Im Bioreaktor 1 liegt das zu kultivierende und stimulierende 
Transplantat 11 in medialer Position auf dem Reaktorboden. 
Unterhalb des Transplantates 11 kann sich eine zweite, 
kleinere Karamer befinden. Dieser Stromungsraum wird uber das 
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Schlauchsystem 4 mit Medium versorgt und kann mit einem stark 
porosen jedoch dunnen Sintermaterial 16 ausgefullt sein. 
Diese untere Karnmer kann durch eine dunne Klarglasscheibe 17 
abgeriegelt sein \ind als Mikroskopierof f nung fur inverse 
5 Mikroskope dienen. 

Innerhalb der oberen Karnmer des Bioreaktor 1 befindet sich 
neben den, im Bioreaktordeckel eingelassenen Biosensoren 9 
der Mini-Aktuator 14, Dieser als magnetischer Stempel 
ausgefiihrte Mini-Aktuator 14 wirkt als Druckapplikator 
10 kontaktlos, und wird durch den Kont roll magnet en bzw. die 
Spule 15 gesteuert . 



15 Beispiel 3 

Schema Einkammerbioreaktor 

Figur 3 zeigt eine mogliche Ausfuhrungsf orm des Bioreaktors 1 
bestehend aus einer Kulturkammer, die der Implement ienong des 

20 kontaktlos steuerbaren Mini-Aktuators 14 dient. 

Der als Einkammerbioreaktor ausgefuhrte Bioreaktor 1 besteht 
aus einem Korpus und dem Bioreaktorverschluss 21, der 
zusatzlich uber einen Quetschring 20 abgedichtet ist. In der 
Deckelkonstruktion sind Biosensoren 9 eingelassen, die der 

25 on-line -Messung von z.B. Glukose- und Laktatkonzentrationen 
u.a. Mediumbestandteilen dienen. In dem Reaktorraum befindet 
sich ein passgenau eingelassener Mini-Aktuator 14 oberhalb 
des Transplantates 11, welches auf einem speziellen Reaktor- 
boden mit eingesetzter Klarglasscheibe 17 ruht . 

30 2ur Mediumversorgung des Transplantates 11 fiihren mindestens 
je ein Zu- und Ablauf liber Luer-Anschliisse 19 in den 
Bioreaktor 1. An mindestens einen der Ablauf e 19 wird uber 
ein 3-Wege-Ventil 6 eine Probennahmestrecke 8 Integriert, 
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Beispiel 4 

S c hema Z we i kamme rbioreaktor 

5 

Figur 4 skizziert eine weitere Ausf uhrungsf orm eines 
Bioreaktors 1 bestehend aus zwei Kamme rraumen, wobei die 
obere den Druckstempel 14 beinhaltet und die untere der 
Anstromung unterhalb des Transplant at es 11 dient. Diese 

10 Ausf uhrungsf orm unterscheidet sich in Funktion, Eigenschaft 
und Anforderung der Bauteile 1, 6, 8, 9, 14, 19-21 nicht von 
dem im Beispiel 3 beschriebenen Bioreaktor 1. 
In der Apparatur sind mindestens jeweils ein Zu- und Ablauf 
19 in die obere und untere Reaktorkammer eingelassen, urn eine 

15 ventilgeregelte Anstromung der jeweiligen Karamer und des 
Transplantates 11 zu erreichen. 

Die untere Kammer ist in ihrer Dimension so gestaltet, dass 
ihr Durchmesser geringer als der des Transplantates 11 ist. 
Diese Kammer nimmt eine flache passgenaue Scheibe aus porosem 

20 Sintermaterial 16 auf , so dass eine inverse Mikroskopierung 
durch die abschlieSende Glasscheibe 17 und die Membran 18 zum 
Transplantat 11 \inbeeintrachtigt erfolgen kann. Diese Scheibe 
aus gesintertem Material 16 in der unteren Reaktorkammer 
erfiillt in der vorliegenden Apparatur eine weitere wichtige 

25 . Funktion. Sie verhindert, bei mechanischer Belastung des 
Transplantates 11 durch den Druckstempel 14 ein nicht 
erwunschtes Hereinpressen des gelartigen Zel Ikons truktes 11 
in den Kammerraum, In Abhangigkeit der verwendeten 
Stiitzmatrix und seiner Viskositat ist die Verwendung einer 

30 f luiddurchlassigen Membran 18 zwischen dem Sintermaterial 16 
und dem Transplantat 11 vorgesehen, um eine Vermengung des 
Tragermaterials mit dem Sintermaterial 16 zu verhindern. . 
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Beispiel 5 

Aufbau und Ausfuhrungsf ormen des Mini-Aktuators 14 

5 Die Figuren 5 zeigen den Aufbau, die Geometrie und 
dif f erierende Formen des Mini-Aktuators 14, welcher passgenau 
im Reaktorraum (hier exemplarisch im Zweikammermodell) 
vertikal gleitet und axiale Druckkrafte auf das auf dem 
Reaktorboden liegende Transplantat 11 ubertragt. 

10 Dieser magnet ische Druckapplikator 14 wird erf indungsgemaS 
(siehe Fig. 5a) beriihrungslos durch extern angeordnete 
Kontrollmagneten 15 in seiner vertikalen Position im 
Bioreaktor 1 gesteuert . Eine absolut senkrechte Kompression 
kann einerseits durch die mediale Positionierung . des 

15 Transplantates 11 im Bioreaktor 1 sichergestellt werden. 
T^dererseits muss eine passgenaue Dimensionierung des 
Druckstempel-AuSendurchmessers D2 an den Bioreaktor- 
Innendurchmesser D2 erfolgen. Dies ermoglicht eine vertikale 
Fuhrung des Mini-Aktuators 14 im Bioreaktor 1, ohne ein 

20 Verkanten bzw. eine Schragstellung des Stempels zu bewirken. 
Bei s^mtlichen Bioreaktormodellen ist dieser Durchmesser D2 
groSer zu dimensionieren als der Aufiendurchmesser Dl des 
Transplantates 11. 

Figur 5b stellt den charakteristischen Aufbau dieser 
25 Druckeinheit 14 dar. Er besitzt einen extrem leistungsf ahigen 
Permanentmagneten 22, vorzugsweise aus einer Neodym-Eisen- 
Bor-Verbindung, der sich bereits bei geringsten magnetischen 
und elektromagnetischen Feldern nach der jeweiligen 
Feldrichtung bewegt. Dieser Permanent magnet 22 ist in einer 
30 lackierten oder galvanisierten Foarm in einen biologisch 
inerten Kunststoff -dem Hiillkorper 23- eingekapselt . Dieser, 
vorzugsweise zylindrische, Hullkoirper 23 gleitet mit seinem 
passgenauen AuSendurchmesser reibungsarm und exakt Benkrecht 
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im Bioreaktorzylinder . Auf der Unterseite des plastischen 
Hiillkorpers 23 konnen neben ebener Flache auch andere organo- 
typische Negativf ormen als Stempel flache 24 aufgepragt sein, 
urn in-vivo adaptive Positivf ormen (u.a. Wolbungen, Bogen 
5 etc.) nachzustellen- 

Die hier vorliegende neuartige Aktuatorgeometrie, ohne 
etwaige Stromungskanale 33 im Hiillkorper 23, ermoglicht 
dariiber hinaus eine Pumpfunktion bedingt durch eine zyklische 
Magnet f elder zeugung. Durch die bestehenden Druck- und 

10 Ventilverhaltnisse im Bioreaktor 1 wird durch eine 
Aufwartsbewegung des Mini-Aktuators 14 Medium in den 
Reaktorraum angesaugt . Durch Abwartsbewegung bzw. Druck- 
kompression auf das Transplant at 11 wird dieses Medium aus 
dem Bioreaktor 1 herausgepresst . 

15 Figur 5c zeigt eine weitere exemplar ische Aus fiihrungs form des 
Mini-Aktuators 14, der ebenfalls aus einem starken 
Permanent magnet en 22 und einem Hullkorper 23 mit 
individueller Stempelf lache 24 aufgebaut ist. Dieses Modell 
weist zur Stromungsoptimierung am Rand seines Hullkorpers 23 

20 so genannte Stromungskanale 33 auf. Hierdurch ist eine 
Medienumstromung des Mini-Aktuators 14 im Bioreaktorraum 
moglich und es werden geringere Stellkrafte zur Uberwindung 
des Medienwiderstandes benotigt, Der Hullkorper 23 muss 
mindestens 3 Fuhrungsnasen mit einem passgenauen 

25 AuSendurchmesser D2 aufweisen, um eine planare Positionierung 
des gesamten Mini-Aktuators 14 auf dem Transplantat 11 
sicherzustellen . 

Figur 5d stellt einen modif izierten Druckstempel 14 basierend 
auf Figur 5b dar, welcher zur Schaffung einer raumlichen 
30 Distanz von Permanent magnet en 22 und Zellkulturkonstrukt 11 
einen Verlangerungssteg 34 auf weist. Ursache dieser 
Distanzierung des Permanent magnet en 22 in dem oberen 
Zylinderkopf zu dem Transplantat 11 ist die Minimierung 
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etwaiger Feldeinf lusse auf Zellkulturen 11. 

Figur 5e zeigt einen Mini-Aktuator 14 basierend auf Figur 5d, 
welcher mindestens 3 Stromungskanale 33 und 3 Puhrungsnasen 
mit einem AulSendurchtnesser D2 aufweist. 



Beispiel 6 

Schema der Konstruktherstellung und Konstrukteinsaat im 
Bioreaktor 1 

10 

Die Figuren 6 stellen das Verfahren und die Vorrichtung zur 
Herstellung und Einsaat von dreidimensionalen, vorzugsweise 
zylindrischen, Zellmatrixkonstrukten dar. 

15 In der Figur 6a (Zellmatrixeinsaat ) werden vermehrte (siehe 
Fig. 1, II) Oder frisch isolierte (siehe Fig. 1, III) und 
praparierte Zellen 12 mit der biogenen Tragerstruktur 13 
vermengt, bis zur Homogenitat suspendiert und mit dem 
Zielvolumen der Zellmatrix in den Einsaatkolben 25 

20 eingespritzt . 

Der passgenaue Einsaatkolben 25 entspricht in seinem 
Innendurchmesser Dl dem zukunftigen Aufiendurchmesser des 
Transplantates 11 sowie in seinem Aufiendurchmesser D2 dem 
Innendurchmesser des Bioreaktor 1 . 

25 

In der Figur 6b (Stempeleinsatz) ist der Stempeleinsatz 26 in 
dem Einsaatkolben 25 dargestellt. Wahrend des Aushartens bzw. 
des Polymerisierens der jeweiligen Zellmatrix im 
Reaktorkolben 25 wird auf der ebenen Schiebeplatte 27 der 
30 passgenaue planare Stempel 26 mit dem Aufiendurchmesser Dl in 
den Kolbenhohlzylinder eingefuhrt. 

Die Unterseite dieses Stempels 26 kann analog zu der 
Stempelflache 24 des Mini -Aktuators 14 mit organotypischen 



wo 2005/040332 



21 



PCT/EP2004/011788 



Strukturen gepragt sein. 

In der Figur 6c (Stempelauf satz) ist der Aufsatz des Stempels 
26 auf das Transplant at 11 in dem Einsaatkolben 2 5 
5 aufgezeigt. Der Stempel 26 wird auf das Zellgeriist mit 
leichtem Anpressdruck aufgesetzt, um einer Meniskusbildung 
bzw. Wolbung der Matrixoberseite des Transplantates 11 
entgegen zu wirken, um z.B. eine zylindrische 
Transplantatsf orm zu erhalten. 
10 Soil eine in-vivo adaptive Oberflache auf das Transplantat 11 
aufgepragt werden, so muss dieser Stempelauf satz 26 wahrend 
der Ausharte- bzw. Polymerisationsphase erfolgen. 

In der Figur 6d (Entfernen der Schiebeplatte) wird der 
15 aufgesetzte Stempel 26 nach der Formgebung des Transplantates 
11 abgehoben und die sich am Boden des Einsaatkolbens 25 
befindliche, vorzugsweise hydrophobe, Schiebeplatte 27 
entfernt. Um zu verhindern, dass ein gelartiges Zellkonstrukt 
11 an die Schiebeplatte 27 und den Einsaatkolben adhariert, 
20 wird z.B. eine inerte Folie bzw. ein inertes Polymervlies zum 
Auskleiden der Oberflachen verwendet . 

Die Figur 6e (Konstrukteinsaat im Bioreaktor) zeigt die 
Einsaat eines zylindrischen Konstruktes am Beispiel des 

25 Zweikammerbioreaktors . Hierbei wird der passgenaue 
"Einsaatkolbens 25 in den Bioreaktor 1 implement iert , dann 
mittels Druckstempel 2 6 das Zellkonstrukt 11 medial in den 
praparierten Reaktor eingebracht und die Einsaatvorrichtung 
aus dem Bioreaktor 1 entfernt. Dieser praparierte Bioreaktor 

30 1 beinhaltet das porose Sintermaterial 16 und gegebenenf alls 
eine dif f usionsdurchlassige Membran 18. 
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Beispiel 7 

Schenia der technischen Einrichtung zur Konstruktperfiandierung 
und Mediendurchmischung im Einkammerbioreaktor 

5 In den Figuren 7 ist die Konstruktion und der Aufbau des 
Einkammerreaktorkorpus und deren Auswirkung auf die Diffusion 
und Perfusion im Transplantat 11 dargestellt- 

In der in der Figur 7a dargestellten Ausfuhrungsf orm munden 
10 vier Zu- und Ablaufe mit integrierter Luer-Kupplung 19 in den 

Bioreaktor 1. Diese konnen zur Stromungsoptimierung sowohl in 

ihrer Lage und Position differieren, also auch z.B. 

tangential in den Bioreaktorkorpus 1 eintreten. Die Zahl der 

in den Bioreaktor 1 fiihrenden Zu- bzw. Ablaufe 19 betragt 
15 mindestens zwei . An jedem. abflieSend gerichteten Luer- 

Anschluss 19 kann mit z.B. einem 3-Wege-Ventil 6 eine 

Probennahmestrecke 8 install iert werden. 

Bei einer statischen Kultivierungsweise im Bioreaktor 
diffundiert das Medium vor allem in die oberen und seitlichen 
20 Randbereiche des z.B. zylindrischen Gewebetransplantates 11 
und versorgt die Zellkultur u.a. mit Nutrienten und fuhrt 
gleichzeitig Stof fwechselendprodukte aus der Tragermatrix ab. 

Die Figur 7b zeigt eine kontinuierliche Zufuhr von NShrmedium 
25 aus dem Mediumreservoir 2 mit dahinter liegendem fakultativem 

Supplementenreservoir 3 (nicht dargestellt) mittels einer 

dosierbaren Umwalzpumpe 5 durch das Schlauchsystem 4 in 

mindestens einen Zulauf 19 des Bioreaktors 1. 

Der Abfluss des Mediums erfolgt durch mindestens einen Ablauf 
30 19 in das Schlauchsystem' 4, an dem an mindestens einer Stelle 

uber ein 3-Wege-Ventil 6 eine abgekoppelte Probennahmestrecke 

8 integriert sein kann. 

Das verbrauchte Medium kann^ wie hier dargestellt, im 
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Kreislauf verbleiben, indem es in das Mediumreservoir 2 
gelangt und von da aus wieder zur erneuten kontinuierlichen 
Perfundierung des Transplantates 11 herangezogen wird. 
Anderenfalls kann es aus dem Kreislauf vollstandig entnonimen 
5 werden. Die Kultivierung des Transplantates 11 erfolgt dann 
im Batch- bzw. Fed-Batch-Verf ahren. 

Eine gezielte kontinuierliche Zufuhr von Kulturmedium in den 
Reaktorraum kann die An- und Durchstromung des Transplantates 
11 im Vergleich zum statischen Schema der Figur 7a deutlich 

10 verbessem. Durch die induzierte Perfundierung werden tiefere 
Konstruktregionen mit Medium durchgespiilt . Demzufolge wird 
der Stof f austausch optimiert, was eine erhohte 
Zelldif f erenzierung nach sich ziehen kann, Weiterhin wird 
durch diese Ausfuhrung der Konstruktanstromung e.ine 

15 Scherkraf tstimulierung auf die eingebetteten Zellen ausgeubt. 

Beispiel 8 

Schema der technischen Einrichtung zur Konstruktperfundierung 
20 und Mediendurchmischung im Zweikammerbioreaktor 

Die Figuren 8 zeigen einen Zweikammerbioreaktor, welcher eine 
optimierte Stromung, Diffusion und Perfusion des 
Transplantates zulasst und so die Qualitat des Gewebeersatzes 
25 verbessem hilft. 

In der Figur 8a wird eine Variante mit statischer 
Kultivierung und Diffusion dargestellt. Die in den Bioreaktor 
1 mundenden Zu- bzw. Ablaufe 19 sind mindestens zwei, wobei 
30 mindestens je einer in der unteren und oberen Reaktorkammer 
miinden muss. Die hier aufgefuhrten zwei Zu- bzw. Ablaufe 19 
pro Kammer konnen zur Stromungsoptimierung sowohl in ihrer 
Lage, Position und Dicke differieren. 
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Die Probennahmestrecke 8 kann an jedem abflieSend gerichteten 
Luer-Anschluss 19 beider Karnmern mit z.B, einem 3-Wege-Ventil 
6 o.a. installiert werden. 

Neben einer Mediendif fusion in die oberen und seitlichen 
5 Transplant at sbereiche fuhrt die in dieser Konstruktion neu 
eingerichtete Kammer unterhalb des Transplantates 11 wahrend 
der statischen Kultivierungsphase zu einer Diffusion des 
Kulturmediums aus dem porosen Sintermaterial in die 
bodennahen Regionen der Tragerstruktur , so dass daraus eine 
10 verbesserter Stoffwechsel im gesamten Transplantat 11 
resultiert . 

Die Figur 8b zeigt die kontinuierliche Zufuhr von Nahrmedium 
aus dem Mediumreservoir 2 mit dahinter angeordneten 
15 fakultativen Supplementenreservoir 3 (nicht dargestellt) 
mitt els einer dosierbaren Umwalzpumpe 5 o.a, durch das 
Schlauchsystem 4 in mindestens einen Zulauf 19 der unteren 
und oberen Kammer des Bioreaktors 1 . 

Der Abf luss des Mediums erfolgt durch mindestens einen Ablauf 
20 19 je Kammer in das Schlauchsystem 4, an dem an mindestens 
einer Stelle liber ein 3-Wege-Ventil 6 eine abgekoppelte 
Probennahmestrecke 8 integriert sein kann. 

Das verbrauchte Medium kann wie hier dargestellt im Kreislauf 
verbleiben, indem es in das Mediumreservoir 2 gelangt und von 
25 da aus wieder zur erneuten kontinuierlichen Perfundierung des 
Transplantates 11 herangezogen wird, Anderenfalls kann es aus 
dem Kreislauf vollstandig entnommen werden. Die Kultivierung 
des Transplantates 11 erfolgt im Batch- bzw. Fed-Batch- 
Ver f ahren . 

30 Die erf indungsgemafie Integration einer zweiten Kammer, hier 
unterhalb des Transplantates 11, zeigt seine positiven 
Eigenschaften vor allem bei einer gezielten Anstromung des 
biologischen Konstruktes auf . Wird demzufolge mittels des 3- 
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Wege-Ventils 6 der Medienstrom aus dem Med iumre servo ir 2 in 
die untere Kammer geschalten, erfolgt eine induzierte 
aufwartsgerichtete Perf undierung des Transplant ates 11 bei 
geschlossenem unteren Ablauf , da das Medium den Reaktorraum 
5 nur durch den oberen Ablauf verlassen kann. 

Analog zu diesem Schema lasst sich durch eine Umschaltung der 
3-Wege-Ventile 6 eine Transplantatsdurchstromung von der 
oberen zur unteren Kammer durch das Konstrukt 11 erwirken. 
Resultat dieser aufgezeigten Vorrichtung ist neben der voll- 

10 standigen Perfundierung eine weitere Zellstimulation uber 
eine induzierte Scherkraft, die auf die Zellen wirkt und uber 
den Volumenstrom der Umwalzpumpe 5 eingestellt werden kann. 
Moglich ist auch eine partielle bzw. totale Offnung der 3- 
Wege-Ventile 6, urn einen schnelleren Mediumaustausch im 

15 Bioreaktor 1 zu erzielen. 

Beispiel 9 

Fixie rungs schema des Transplantates 11 im Bioreaktor 1 

20 

Die Figuren 9 zeigen das Fixierungsschema des Transplantates 
11 im Bioreaktor 1 entweder in der Einkammer- oder 
Zweikammerausfuhrung. - 

25 Die Figur 9a zeigt das zu stimulierende Transplant at 11, das 
medial oberhalb des Klarglases 17 im Einkammerbioreaktor 1 
fixiert ist. Mit mindestens 3 dieser Fixierwande 28 soil eine 
durch einstromendes Medium hervorgeruf ene, horizontale 
Bewegung des Transplantates 11 am Reaktorboden verhindert 

30 werden, um eine optimale Perfusion und Druckstimulation 
durchfuhren zu konnen. Diese im Reaktor 1 eingelassenen, 
biokompatiblen Fixierwande 28 mussen in ihrer Hohe unterhalb 
der zu applizierenden Druckamplitude auf das Transplantat 11 
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dimensioniert werden . 

In der Figur 9b ist der Einsatz von mindestens 3 dieser 
Fixierwande 2 8 im Zweikammerbioreaktor skizziert, um eine 
5 horizontale Fixierung des Transplantats 11 bei den 
verschiedenen Stromungsverhaltnissen zu erreichen und eine 
ideale senkrechte Perf undierung sowie eine mechanische 
Druckbeauf schlagung zu ermoglichen. 

10 

Beispiel 10 

Magnet sy St eine zur Steuerung des Mini-Aktuators 14 

Die Figuren 10 stellen (dargestellt am Einkammerbioreaktor) 
15 charakteristische Vorrichtungen und Apparaturanordnungen fur 
das kontaktlos steuerbare Stimulationsverf ahren des Mini- 
Aktuators 14 auf das Transplantat 11 dar. 

In der Figur 10a (Magnetischer Steuerungsef f ekt 
20 Magnet an ziehung) sind die charakteristische Vorrichtung und 
das Prinzip zur beruhrungslosen Kontrolle des magnetischen 
Mini-Aktuators 14 im Bioreaktor 1 zur Druckde format ion des 
Transplantates 11 auf gef \\hrt . Die Ausrichtung der 
Permanentmagneten im Mini-Aktuator 14 erfolgt nach der 
25 vorherrschenden Magnet feldrichtung, die durch extern 
angeordneten Kont roll magnet en 15 erzeugt wird. Durch diesen 
Kontrollmagneten 15, der z.B. mindestens ein Permanent magnet 
Oder mindestens eine Spule ist, wird ein definiertes 
(elektro-) magnet isches Feld generiert, welches mit seinen 
30 Feldlinien in den gesamten Bioreaktorraum 1 herein reicht und 
eine f eldrichtungsabhangige Bewegung des Druckstempels des 
Mini-Aktuators 14 auslost. In dem Beispiel der Figur 10a wird 
durch den, hier exemplarisch oberhalb angeordneten, Kontroll- 
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magneten 15 das Prinzip der Magnetanziehung aufgezeigt. 
In • dem in der Figur 10b (Magnetischer Steuerungsef f ekt - 
MagnetabstoSung) dargestellten Ausfuhrungsbeispiel wird durch 
die Magnetabstofiung der zweite magnetische Steuerungsef f ekt 
5 zwischen dem magnetischen Kontroll systems 15 und dem Mini- 
Aktuator 14 dargestellt. Durch einen Wechsel der 
Magnet feldrichtung des Kontrollmagneten 15 andert sich die 
Bewegungsrichtung des Mini-Aktuators 14, welcher nun 
abwartsgerichtet auf das Transplantat 11 gesteuert wird. 
10 Durch Erhohung der Leistung bzw. magnetische Flussdichte 
ausgehend vom Kontrollmagneten 15 verstarkt sich auch die 
Druckbelastung des Transplantates 11 bis zum Zielwert der in- 
vivo adaptiven Stimulation. 

15 Die Figuren lOc-lOe zeigen Anordnungen * von 
— Steuerungselementen, mit denen es moglich ist, den Mini- 
Aktuator 14 zyklisch und mit hoher Frequenz in einem abge- 
schlossenen Bioreaktor 1 zu steuern. 

Die Figur lOc (Steuerung des Mini-Aktuators 14 mittels einer 
20 Kontrollmagnetfuhrungsplatte) stellt eine Ausf uhrungsf orm 
eines permanentmagnetischen Steuerungssystems dar. In dieser 
Magnetf eldvariante arbeitet eine Anordnung von mehreren 
Permanentmagneten 32 unterschiedlicher GroSe, Polung und 
somit Feldstarke sowie -richtung auf einer linear gesteuerten 
25 Fuhrungsplatte 31, die hier beispielhaft oberhalb des 
Reaktorprototyps positioniert ist. 

Hierbei wird durch einen Linearmotor 2 9 eine Fuhrungsschiene 
30 mit den in der Magnethalterung 31 eingesetzten 
Permanentmagneten 32 angetrieben. Diese mobile Phase des 
30 Magnetsystems macht eine Bewegung des Bioreaktors 1 unnotig. 

Das Steue rungs system in Figur lOd (Steuerung des Mini- 
Aktuators 14 mittels rotierenden Permanentmagneten) basiert 
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ebenfalls auf einer Steuerung des magnetischen Druckstempels 
14 mittels einer Dauermagnetenanordnung auf einer rotierenden 
Scheibe . 

Hierbei treibt ein Stellmotor 2 9 eine Magnethalterxing 31 tnit 
5 eingepassten Permanentmagneten 32 alternierender Polungen in 
rotierender Weise an. Diese rotierende Magnethalterung kann 
beispielsweise mit vier alternierend gepolten Magneten 32 
besetzt sein und bewirkt infolge dessen bei einer vollen 
Umdrehung zwei komplette Druckbeauf schlagungen auf das 

10 Transplantat 11. Die Kombination dieser Magnetbesetzung der 
Rotationsscheibe mit der Umdrehungsgeschwindigkeit des 
Stellmotors 29 ergibt eine hoher frequente Magnet feldanderxing 
und demzufolge ein hochdynamisches Stimulationsschema auf das 
Transplantat 11. Die Vorderansicht verdeutlicht beide 

15 Magnetef f ekte des Rotationssystems anhand zweier Bioreaktoren 
1. Die Ausfuhrungsform dieser Vorrichtung ist fur eine 
Vielzahl von Bioreaktoren 1 geeignet, solange diese exakt 
ober- bzw. unterhalb des Kontrollmagnetmittelpunktes 
platziert werden konnen. 

20 

Die Figur lOe (Steuerung des Mini-Aktuators 14 mittels 
Eisenkernspule 35) stellt eine Magnetvorrichtung basierend 
auf einer Spulenanordnung dar. 

Dieses Magnetspulensystem arbeitet mit einer Induktionsspule 
25 35, die hier oberhalb des Bioreaktors 1 fixiert wird, unter 
Erzeugung eines definierten Elektromagnetf eldes, welches sich 
uber die zugefuhrte elektrische Leistung stufenlos regeln 
lasst und somit jegliche Positionen des Mini-Aktuators 14 im 
Bioreaktorkorpus ermoglicht. Durch eine Umpolung der 
30 Stromrichtung erfolgt eine Umkehrung der vorhandenen 
Feldrichtung und des elektromagnetischen Effektes. Die 
verwendete Eisenkernspule 35 baut senkrecht zur 
Spulenwicklung ihr elektrisches Feld auf und wirkt auf den 
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statischen Permanentmagneten des Mini-Aktuators 14 anziehend 
sowie abstoSend ein, 

Eine automatisierte Station dieses Systems besteht aus einer 
leistungsfahigen Spule 35 mit geringer Warmeentwicklung mit 
5 einem angeschlossenen regulierbaren Trans f orma tor , dessen 
Leistung mittels eines Multimetermessgerates uberwacht wird. 
Daruber hinaus gewahrleistet der Einsatz einer 
Mikrocont rollers die Ansteuerung eines Relais, welches den 
Strom in gewunschter Richtung schaltet, den gewunschten 
10 Effekt einer intermittierenden Druckapplizierung auf das 
Zel Ikons trukt . 

Beispiel 11 
15 Stimulationsschema im Zweikammerreaktor 

Die Figuren 11 zeigen das gesamte Stimulationsschema des 
neuartigen GMP-fahigen Bioreaktors 1. Hierbei laufen die 
mechanische Druckstimulation, die Perfusion und die 
20 scherkraf tinduzierte Stromung in dem dreidimensionalen 
Transplant at 11 parallel ab. 

In der Figur 11a (Perfusionsstimulierung ohne mechanische 
Belastung) erfolgt eine Stimulierung des Zel Ikons truktes 11 
nur liber eine gerichtete Medienanstromung, die zu einer 

25 Konstruktperfundierung mit einer Scherkraf tausiibung auf die 
Zellmembran im ^Pa-Bereich fvihrt. Dargestellt ist in diesem 
Verf ahrensbeispiel eine kontinuierliche Nahrmedienzufuhr in 
zwei Zulaufe 19, so dass jede Reaktorkammer versorgt wird, 
sich zuerst ein Konzentrationsausgleich im Transplantat 11 

30 einstellt und hiernach, in Abhangigkeit der gewahlten 
Volumenstrome, sich eine obere- und untere Perfusions zone im 
Konstrukt ausbildet. Dieses verbrauchte Medium verlasst liber 
zwei weitere /Qjlaufe 19 den Reaktorraum. Wahrend dieser 
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StroTTTungsstimulierung erfolgt hier keine Druckbeauf schlagxmg, 
da der Druckstempel 14 vom Kontrollmagnet system 15 in eine 
obere Position im Bioreaktor 1 gehalten wird. 
In der Figur lib (Perf usionsstimulierung und Stempelauf satz) 
5 ist der zweite Schritt einer multiplen Stimulierung von 
Gewebeersatzmaterialien 11 in dem Bioreaktor 1 aufgezeigt. 
Zuerst werden, wie in diesem Beispiel, die 
Stromungsverhaltnisse modifiziert. Uber die 3-Wege-Ventile 6 
wird der Nahrmedienstrom nur in die untere Reaktorkammer 

10 geleitet, von wo es durch das Transplantat 11 perfundiert, 
den Stof faustausch herbeifuhrt und den oberen Reaktorraum 
uber ein Abfluss verlassen kann. Durch eine Umpolung des 
Kontrollmagnetsystems, hier einer Eisenkernspule 35 bei 
geringer Leistungsinduktion, kommt es zum Aufsatz des 

15 magnetischen Mini-Aktuators 14 auf den z.B. zylindrischen 
Gewebeersatz 11. Dieser Stempelauf satz mit einer 0%-igen 
Konstruktdeformation markiert einen Umkehrpunkt des Mini- 
Aktuators 14 bei einer dynamischen hochf requenten Deformation 
der Zellmatrix 11. 

20 Im nachsten Schritt des Stimulationsverf ahrens wird, wie in 
Figur 11c (Perf usionsstimulierung und mechanische Belastung) 
dargestellt, die von der Spule 35 ausgehende Magnetfeldstarke 
erhoht. Das Resultat dieser erhohten magnetischen Flussdichte 
ist eine verstarkte Kompression des Transplant at es 11 auf die 

25 gewiinschte Zieldef ormation, die vorzugsweise in-vivo-ahnliche 
Prozesse imitiert. Nach dieser erfolgten Druckstimulation 
kann in intermittierender Verf ahrensweise ein Wechsel 
zwischen Zellreizung und Stempelauf sat zes herbeigefiihrt 
we r den . 

30 Auch eine statische Kompression des Ersat zmaterials ist mit 
dem aufgefuhrten Apparatur und dem dargelegten Verfahren 
moglich. 

Grundsatz^lich kann wahrend dieser mechanischen Belastung eine 



wo 2005/040332 



31 



PCT/EP2004/011788 



gerichtete Konstruktperf usion durch die Tragermatrix 
eingefuhrt werden, welche den Zellen benotigte Nutrienten 
liefert and Metaboliten abfiihrt, die vor allem wahrend stoff- 
wechselaktiver Phasen, wie z.B. bei der Proliferation und der 
5 Dif f erenzierung (extrazellulare Matrixsynthese) , ausgetauscht 
werden . 

Nachdem das Druckbelastungsprotokoll abgearbeitet wurde, 
fiihrt man die Stempelvorrichtung in den Ausgangszustand 
zuriick, perfiindiert die Zellkultur z.B- weiter kontinuierlich 
10 und entnimmt, z.B. bei ausreichend synthetisierter 
extrazellularer Matrix, das Transplantat 11. 
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Be zugs z e i che nl i s t e 



1 Bioreaktor 

2 Mediumreservoir 

5 3 Supplementenreservoir 

4 Schlauchsystem 

5 Umwalzpumpe 

6 3-Wege-Ventil 

7 4-Wege-Ventil 

10 8 Probennahmestrecke 

9 Biosensoren Glu/Lac 

10 Messsonden pH, pC02, p02 

11 Transplantat 

12 Zellen/Gewebe 
15 13 Stutzmatrix 

14 Mini-Aktuator 

15 Kont roll magnet 

16 poroses Sintermaterial 

17 Klarglas 

20 18 Durchlassige Membran 

19 S chl auchkuppl ung / Lue r - Ans chl us s 

2 0 Quetschring 

21 Reaktorverschluss 

22 Permanentmagnet 
25 2 3 Hullkorper 

24 Stempelf lache 

25 Einsaatkolben 

2 6 Stempel 

27 Schiebeplatte 

30 28 Fixierwand 

29 Stellmotor 

3 0 Fuhrungsschiene 
3 1 Magnethalterung 
3 2 Permanentmagnet 

35 3 3 Stromungskanale 

34 Ver 1 angerungs s t eg 

3 5 Spule 
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Patentsuispruche 

1. Verfahren zum Kultivieren und Stimulieren von 
dreiditnensionalen, vitalen und mechanisch 

widerstandsf ahigen Zelltransplantaten in einem GMP- 
5 geeigneten Bioreaktor, mit den Verf ahrensschritten 

'a) das detn Organismus entnommene, mit an sich 
bekannten Methoden zur Bioreaktorkultivierung 
aufbereitete Explantatszellen (12) und aus 
10 handelsublichen biokompatiblen, -resorbierbaren oder 

autologen oder homologen Materialien bestehende 
Tragermatrizes (13) nach deren Mischung als 
Zellmatrixsuspension 

b) in einen, gegebenenf alls folierten, Einsaatkolben 
15 (25) mit beliebigen, dem spateren Transplantat 

angepassten Querschnitt eingebracht wird und dort 
aushartet bzw. polymerisiert , 

c) gegebenenf alls hierbei mittels eines passgenauen, 
inerten, gegebenenf alls strukturierten oder folierten 

20 Stempels (26) mit minimalen Druck belastet wird, 

d) der Einsaatkolben mit dem Transplantat (11) in den 
Kammerraum des Bioreaktorkorpus eingefuhrt wird, 

e) wo das Transplantat (11) aus dem Einsaatkolben 
(25) auf dem Bioreaktorboden medial aufgebracht und 

25 der Biorektor (1) nach Entfernung des Einsaatkolbens 

verschlossen wird, 

f) wo das Transplantat durch den Eintrag von 
Perf usionsstromung weiter kultiviert wird und 

g) nach Abschluss der Kultivierung das 
30 Gewebeersatzmaterial zur weiteren Verwendung 

entnommen wird. 



dadurch gekennzeichnet, dass das 
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Transplantat in der Phase der Kultivierung auf der dem 
Bioreaktorboden gegenuberliegenden Oberflache durch Druck 
belastet wird. 



5 2 . Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch geken 
nzeichnet, dass das Transplantat durch einen 
den Druck vermittelnden Stempel belastet wird. 

3 . Verf ahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch geke 
10 nnzeichnet, dass sowohl die Durchmischung des 

Bioreaktorraumes durch den Eintrag von Perf usionsstronning 
als auch der einen Druck auf das Transplantat 
vermittelnden Stempel in Abhangigkeit von den 
Kultivierungsbedingungen zeitlich und in der Menge bzw. 
15 Starke steuerbar sind. 

4 . Verf ahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch geke 
nnzeichnet, dass das Transplantat intearvallartig 
mit konditionierten Nahrmedium durchstrorat wird und 
20 zyklisch mit dem Druck vermittelnden Stempel belastet 

wird. 



5. Verf ahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch geke 
nnzeichnet, dass die Druckbe la stung des 

25 Transplantates wahrend der Perf undierung erfolgt. 

6. Verf ahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch geke 
nn z e i chnet, dass das Transplantat in 
Abhangigkeit von der Verwendung mit statischen, vorzugs- 

30 weise mit in-vivo--ahnlichen Druckbelastungen bzw. 

Konstruktdef ormationen gereizt wird oder kontinuierlich 
mit intermit tierenden bzw. dynamischen Druckkraften 
belastet wird. 
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7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch geke 
nnzeichnet, dass die mechanischen Belastungen 
mit einer Frequenz von mehr als 0,1 Hz erfolgen. 

5 

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 7, dadurch geke 
nnzeichnet, dass die mechanische 
Druckstimulierung die Form einer symmetrischen oder 
unsymmetrischen Cosinus- oder Sinushalbwelle aufweist. 

10 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch geke 
nnzeichnet, dass der aus einem magnetischen 
Material bestehende Drucksteinpel durch ein auSerhalb des 
Bioreaktors erzeugtes (elektro-) magnetisches Feld langs 

15 zur Oberflache des Transplantates im Bioreaktor bewegt 

wird. 



20 10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch geke 
nnzeichnet, dass das magnetische Feld durch 
mindestens einen Permanent magnet en erzeugt wird. 

11. Verfahren nach Ansprxich 1 bis 10, dadurch geke 
25 nnzeichnet, dass sich mindestens zwei 

Permanentmagneten mit alternierender Polung auf einer 
mobilen Halterung oberhalb des Bioreaktors angeordnet 
sind und zyklisch von einem Stellmotor angetrieben, ihre 
Position wechseln, wodurch der Druckstempel alternierend 
30 auf das Transplant at druckt. 



12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch geke 
nnzeichnet, dass die Spule eines Elektromagneten 
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hochfrequent ihre Stromrichtung und Spannung und somit 
Feldrichtung und magnet ische Flussdichte iiber den 
Bioreaktor andert, wodurch der Druckstempel alternierend 
auf das Transplantat druckt - 

Bioreaktor zum Kultivieren und Stimulieren von 
dreidimensionalen, vitalen und mechanisch 

widerstandsf ahigen Zelltransplantaten in einem GMP- 
geeigneten Bioreaktor, 

dadurch gekennzeichnet, dass der 
Bioreaktor (1) aus einem Grundkorper mit einem 
Reaktorverschluss (21) druckdicht und steril verbunden 
ist und mindestens einen Reaktorraum bildet, in dem eine 
Ablageflache fiir ein Transplantat (11) sowie ein Mini- 
Aktuator (14) implement iert und der Bioreaktor (1) mit 
wenigstens zwei Schlauchkupplungsanschlussen (19) fur die 
Mediumzufuhr und Mediumabfuhr bzw. zur Begasung versehen 
ist - 

20 14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn 
zeichnet, dass die Zellkulturkonstrukte (11) 
direkt oder indirekt auf dem Bioreaktorboden eines 
Einkammerbioreaktors (1) kultivierbar und stimulierbar 
sind. 

25 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn 
zeichnet, dass die Zellkulturkonstrukte (11) 
direkt oder indirekt, zumindest partiell, auf einer 
Bodenflache der oberen Reaktionskammer eines 
30 Zweikammerbioreaktors zur Ziichtung und Stimulierung 

liegt, wahrend sich unterhalb dieses Transplantates (11) 
ein zweiter Reaktorraum befindet. 



wo 2005/040332 



37 



PCT/EP2004/011788 



16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der Bioreaktor (1) rait 
einem Transplantatseinsatz auf dem Boden der oberen 
Reaktorkammer versehen ist, in den die Zellkonstrukte 

5 (11) einlegbar sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 16, d a d u 
rch gekennzei-chnet, dass der Behalter 
des Bioreaktors (1) einen hohlzylinderf ormigen Korpus 

10 aufweist, der auf der Oberseite von einem 

Reaktorverschluss (21) abgeschlossen ist . 

18* Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 17, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der oder die 

15 Reaktorverschlusseinheit (21) und der Bioreaktor (1) 

durch eine Gewindeverbindung und wenigstens einem 
Dichtring (20) miteinander dergestalt verbunden sirid, 
dass entweder die Gewindeverbindung zwischen dem 
Reaktorverschluss (21) xind dem Behalter (1) durch ein 

20 Innengewinde in dem Behalter (1) und ein damit 

zusaramenarbeitendes AuSengewinde in dem Reaktorverschluss 
(21) oder die Gewindeverbindung zwischen dem 
Reaktorverschluss (21) und dem Behalter (1) durch ein 
AuSengewinde in dem Behalter (1) und ein damit 

25 zusaramenarbeitendes Innengewinde in dem Reaktorverschluss 

(21) hergestellt ist. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 18, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der als Deckel ausgefuhrte 

30 Reaktorverschluss (21) rait Biosensoren (9) und/oder 

Messsonden (10) versehen ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 19, dadurch ge 
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kennzeichnet , dass der Deckel (21) mit einer 
Probennahmestrecke (10) versehen ist. 

21. Vorrichtung nach Anspruche 13 bis 20, dadurch ge 
5 kennzeichnet, dass der Grundkorper des 

Bioreaktors (13) in der Ausfuhrung als Einkammer- 
bioreaktor mit mindestens je einer Zu- und Ablaufbohrung 
fur die Einrichtung von Schlauchkupplungsanschlussen (19) 
versehen ist . 

10 

22. Vorrichtung nach Anspruche 13 bis 20, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der Grundkorper des 
Bioreaktors (1) in der Ausfuhrung als Zweikammer- 
bioreaktor mit mindestens zwei Bohrungen fur die 

15 Einrichtung von Schlauchkupplungsanschlussen (19) 

versehen ist. 



23. Vorrichtung nach Ttospruch 22, dadurch gekenn 
zeichnet , dass im Zweikammerbioreaktor mindestens 
20 je ein Schlauchkupplungsanschluss (19) in den unteren und 

oberen Reaktionsraum eingelassen ist. 



24. Vorrichtung nach Anspruch 21 bis 23, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die in die 
25 Bioreaktorkammern mundenden Zulauf anschliisse (19) und 

Ablauf anschlusse (19) mit einem 3-Wege-Ventil (6) oder 
mit einem 4-Wege-Ventil (7) mit Ruckschlagsf unktion 
versehen sind. 



30 25. Vorrichtung nach Anspruch 24, dadurch gekenn 
zeichnet , dass an mindestens einer der 
Ablauf anschlusse (19) mit einer Probennahmestrecke (10) 
versehen sind. 
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26- Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 
25, dadurch ge-kennzeichnet, dass 
zur Uberwachung der Transplantatherstellung der 
5 Bioreaktor (1) am Reaktorboden vollstandig oder teilweise 

aus einem transparenten Material, vorzugsweise einer 
Klarglasscheibe (17) besteht . 



27. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 26, dadurch ge 
10 kennzeichnet, dass uber dem Reaktorboden des 

Bioreaktors (1) eine Folie, Vlies oder Membrane (18) aus 
einem antistatischen oder inerten Material zur Auflage 
des Transplantates (11) angeordnet ist und dieses 
Material vorzugsweise weitmaschig, licht-, fluid- und 
15 gasdurchlassig ist. 

28. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 
27, dadurch ge-kennzeichnet, dass 
die obere Reaktorkammer des Bioreaktors (1) bei 

20 Ausftihrung als Zweikammerreaktor in ihrer Grundflache der 

Transplantatsgrundf lache entspricht, wahrend die Abmafie 
der unteren Kammer unter denen des Transplantates (11) 
liegen, so dass bei einer mediale Zellkulturauf lage 
dieses Konstrukt groiStenteils uber der unteren Kammer 

25 liegt und teilweise auf dem Reaktorboden der oberen 

Kammer. 



29. Vorrichtung nach Anspruch 28, dadurch gekenn 
zeichnet , dass den Raum der unteren Reaktorkammer 
30 eine f lache Scheibe (16) aus biologisch inertem, 

lichtdurchlassigem, weitporigem Material ausfullt, 
vorzugsweise aus porosem Sintermaterial , so dass ein 
ebener Reaktorbodenabschluss aus dieser Scheibe (16) und 
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dem Boden der oberen Reaktorkammer gebildet wird. 

30. Vorrichtung nach Anspruch 28 iind 29, dadurch ge 
kennzeichnet , dass oberhalb der durch die 

5 Scheibe (16) ausgefiillten unteren Reaktorkanumer auf dem 

sich in der oberen Reaktorkammer bildenden Reaktorboden 
des Zweikammerbioreaktors (1) eine Folie, Vlies oder 
Membrane (18) aus einem antistatischen oder inerten 
Material zur Auflage des Transplant ates (11) angeordnet 
10 ist und dieses Material vorzugsweise weitmaschig*, licht-, 

fluid- und gasdurchlassig ist. 

31. Vorrichtung nach Anspruch 28 bis 30, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die Komponenten, welche 

15 sich im Zweikammerbioreaktor (1) unterhalb des 

Transplantates (11) befinden, wie die transparente 
Scheibe (17) , die untere Kammer mit eingelegtem porosen 
Material (16) und eine weitmaschige Membrane (18) , eine 
Gesamthohe innerhalb der Brennweite von handelsublichen 

20 Mikroskop- und Kameraobjektiven nicht uberschreiten. 

32. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn 
zeichnet , dass ein magnetischer, vorzugsweise 
kolbenahnlicher, Mini-Aktuator (14) in dem Bioreaktor (1) 

25 angeordnet ist, der von einem oder mehreren extern 

angeordneten Kontroll- und Steuermagneten (15) durch den 
Bioreaktor (1) gesteuert bewegt wird. 

33. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 32, dadurch ge 
30 kennzeichnet, dass der Mini-Aktuator (14) im 

Einkammerbioreaktor (1) oberhalb der Membran (18) und dem 
Transplantat (11) im Bioreaktorraum angeordnet ist. 
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34. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 32, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der Mini-Aktuator (14) im 
Zweikarranerbioreaktor (1) oberhalb des porosen Materials 
(16) , der Membran (18) und dem Transplant at (11) in dem 

5 oberen Reaktorraum angeordnet ist . 

35. Vorrichtung nach den Anspriichen 32 bis 34, dadurch 
gekennzeich-net , dass der zu 

implement ierende magnet ische Mini-Aktuator (14) aus einem 
10 magnetischen Kernkorper (22) , vorzugsweise aus einem 

Permanentmagneten, aufgebaut ist, der in einem biologisch 
inertem Hullkorper (23) , vorzugsweise Kunststoff , 
eingekapselt ist . 

15 36. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 35, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der magnet ische Kernkorper 
(22) so ausgerichtet ist, dass das sich zwischen den 
Polen ausbildende Feld senkrecht zum Transplantat (11) 
verlauft, so dass der magnetische Nordpol des gesamten 

20 Mini-Aktuators (14) aufwarts ausgerichtet ist. 



37. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 36, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der den Kemmagneten (22) 
umgebende biokompatible Hullkorper (23) in seiner aulSeren 
25 Form der Querschnittsf orm der Reaktorkammer des 

Bioreaktors (1) entspricht. 



38. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 37, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die Gesamthohe des 
30 Hullkorpers (23) so gewahlt ist, das es bei einer 

Implement ierung des Mini-Aktuators (14) in den 
Reaktorraum zu einer senkrecht ausgerichteten Fuhrung des 
Druckstempels des Mini-Aktuators (14) auf das 
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Transplant at (11) kommt . 

39. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 38, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der kolbenf ormige Mini- 
Aktuator (14) aus mehr als einem Hullkorperzylinder 
besteht, so dass ein Hullkorperzylinder, vorzugsweise der 
obere, den eingekapselten Permanentmagneten beinhaltet 
und ein weiterer Zylinder der Stempelauf pragung (24) 
dient, wobei die raumlich getrennten Zylinder uber einen 
Steg (34) Oder eine f unktionsgleiche Verbindung 
miteinander verbunden sind. 



40. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 39, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die durch den Hullkorper 
(23) gebildete planare Stempelf lache (24) an der 
Unterseite des Mini-Aktuators (14) senkrecht zu der 
Fuhrungsrichtung im Bioreaktorraum (1) verlauft. 

41. Vorrichtung nach Anspruch 32 und 40, dadurch ge 
kennzeichnet , dass auf die Stempelf lache (24) 
des Mini-Aktuators (14) organotypische Negativf ormen, wie 
z.B. eine Wolbung, aufgepragt sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 32 und 41, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die planare oder geformte 
Stempelf lache (24) eine Pragung in Form einer 
Gitterstruktur zur Vergrofierung der Stempeloberf lache 
aufweist, vorzugsweise mit kleinmaschiger Struktur. 

30 43. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 42, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der Hullkorper (24) des 
Mini-Aktuators (14) mit Bohrungen und/oder 

.Stromungskanalen (33J so versehen ist , da^ uber 



42. 

25 
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mindestens 3 Stellen des AuSendurchmessers eine 
passgenaue, vertikale Fuhrung des Mini-Aktuators (14) 
waiter gewahrleistet ist . 

5 44. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 43, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die Stempelf lache (24) des 
Mini -Aktuators (14) mit mindestens einer Fuhrungsnase 
versehen ist, welche in ihrer passgenau eingelassenen 
Fuhrungsschiene im Bioreaktorkorpus vertikal gleitet. 

10 

45. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 44, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der aulSerhalb des 
Bioreaktors (1) angeordneter Kontroll- und Steuerungs- 
magnet (15) mit dem von ihm ausgehenden (elektro- 
15 )magnetischen Feld eine gerichtete Bewegung des 

implement ier ten Mini -Aktuators (14) , mit seinem nach oben 
ausgerichteten magnetischen Nordpol des Permanentmagneten 
(22 ) , hervorruf t . 

20 46. Vorrichtung nach Anspruch 32 bis 45, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der Kontroll- und 
Steuerungsmagnet (15) in einer senkrechten Achse zum 
Druckstempel (14) medial, vorzugsweise oberhalb des 
Druckstempels (14) , angeordnet ist und in Abhangigkeit 

25 von der Polung den Mini-Aktuator (14) auf und ab bewegt, 

woraus eine Veranderung des Druckes auf das Transplantat 
(11) folgt. 

47. Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekenn 
30 zeichnet, dass der Kontroll- und Steuermagnet 

(15) aus mindestens zwei Permanentmagneten (32) mit 
unterschiedlicher senkrechter Magnetpolrichtung besteht, 
die in eine quaderformige Magnethalterxmg (31) eingesetzt 
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sind und durch einen Stellmotor (29) und einer 
Fuhrungsschiene (30) iiber den Bioreaktor (1) zyklisch in 
ihrer horizontalen Position versetzt werden. 



5 48. Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekenn 
zeichnet , dass der Kontroll- und Steuermagnet 
(15) aus mindestens zwei Permanentmagneten (32) mit 
unterschiedlicher senkrechter Magnetpolrichtung besteht, 
die in eine scheibenf ormige Magnethalterung (31) 
10 eingesetzt sind und durch den Rotationsantrieb eines 

Stellmotors (29) zyklisch liber den Bioreaktor (1) hinweg- 
gefuhrt werden. 



49, Vorrichtxing nach Anspruch 32, dadurch gekenn 
15 zeichnet/ dass die in ihrer horizontalen Position 

fest fixierten Bioreaktoren iiber eine vertikale Bewegung 
an die Magnethalterung (31) mit den Permanentmagneten 
(32) mittels Schrittmotor herangefuhrt werden, um den 
jeweiligen Feldeffekt zu steigern und hohere Druckkrafte 
20 auf das Transplant at (11) zu generieren. 



50. Vorrichtung nach Anspruch 49, dadurch gekenn 
zeichnet , dass mindestens zwei Bioreaktoren (11) 
in einer Station so angeordnet werden, dass ihre Mini- 
25 Aktuatoren (14) von nur einem permanentmagnetischen 

Kontroll system kontaktlos angetrieben werden. 



51. Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekenn 
zeichnet , dass der Kontroll- und Steuermagnet 
30 (15) als Elektromagnet mit mindestens einer 

Induktionsspule (35) ausgefuhrt ist, deren Feld mit an 
sich bekannten Mitteln stufenlos regelbar ist. 
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52- Vorrichtung nach T^spruch 32 und 51, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die Induktionsspule (35) 
hochfrequent mit veranderbarer Frequenz angesteuert wird, 
um hochdynamische Magnetf eldanderungen \ind Bewegungen des 
5 Mini-Aktuators (14) auf das Transplantat (11) 

hervor zuruf en . 

53. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 52, dadurch ge 
kennzeichnet , dass ein, vorzugsweise 
zylindrischer , Einsaatkolben (25) mit einem Innendurch- 
messer, der dem AuSendurchmesser des Transplantat es 
entspricht, vorgesehen ist zum Einspritzen der Zellen 
(12) und der Tragermatrix (13) auf eine bewegliche 
Schiebeplatte (27) . 

54. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 53, dadurch ge 
kennzeichnet , dass die bewegliche 
Schiebeplatte (27) und der Innenraum des Einsaatkolbens 
(25) mit einer inerten Membrane, Folie bzw. Polymervlies 
uberzogen sind. 

55. Vorrichtung nach Anspruch 53 und 54, dadurch ge 
kennzeichnet , dass in den Einsaatkolben (25) 
ein passgenauer Stempel (26) mit einer planaren 
Stempelf lache oder einer organotypischen Negativform 
leicht auf die Zellsuspension aufgesetzt ist. 

56- Vorrichtung nach Anspruch 53 bis 55, dadurch ge 
kennzeichnet , dass der AuSendurchmesser des 
Einsaatkolbens (25) passgenau dem Innendurchmesser des 
Bioreaktors (1) entspricht. 



57. Vorrichtung nach Anspruch 13 bis 56, dadurch ge 
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kennzeichnet , dass am Reaktorboden des 
Bioreaktors (1) mindestens 3 Fixierwande (28) eingelassen 
sind, die in ihren Abmafien einer Transplantatseinlage 
entgegen kommen und die Druckkotnpression nicht behindern- 
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